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論文の内容の要旨

（目的）

　親電子性化学物質は，生体高分子と容易に反応することにより，毒性を発揮する。これらの毒性を排除するた

めに，一連の解毒化酵素および抗酸化タンパク質の遺伝子が，親電子性物質応答配列（EpREまたは抗酸化剤応答

配列蛆E）を介して転写誘導される。転写因子Nd2（旺一E2互ehtedfactor2）は，EpRE／A肥を介した転写誘導を

正に制御する。また，親電子性物質の刺激により，N㎡2のDNA結合活性の増強と，核内のNd2タンパク質の蓄積

が観察される。しかしながら，いったんDNAに結合したNd2がいかにして転写を活性化するのかは全く解ってい

ない。本研究は，Nぜ2の強い転写活性化能の分子基盤を解明するために，Nぱ2の6箇所の種間高度保存領域（N扮

亘CHhomologyregion；Neh），特に，転写活性化ドメインであることが予想されたNeh4とNeh5に注目してN㎡2に

よる転写活性化機構の解析を行った。

（対象と方法）

　Neh4やNeh5が転写活性化に果たす役割を探るために，これらの領域の欠失変異体を紐E／Ep肥制御領域を持

つリポーター遺伝子とともにHepa1c1c7細胞に一過性共発現させ，その転写活性化能を調べた。またNrf2とCBP

（CREBbindingprotein）との相互作用を示すために，N㎡2を過剰発現した293丁細胞において，N㎡2抗体を用いた

免疫沈降実験を行った。さらに，Nrf2とCBPとの相互作用部位を詳しく検討するために，酵母を用いたタンパク

質間相互作用試験と，ウサギ網状赤血球抽出液による加o伽o転写／翻訳系を用いた免疫沈降実験を行った。免疫

沈降実験には，Nd2抗体と酵母Ga14抗体を用いた。

（結果）

　Neh4やNeh5を欠失するN㎡2変異体の転写活性能は野性型に比べそれぞれ1／5，1／6に減弱していた。また，酵

母Ga14DBDと欠失Nrf2との融合タンパク質（GBD－Nば2）を作製し，Ga14結合領域を持つリポーター遺伝子との一

過性共発現により転写活性化能を調べた。その結果，Neh4とNeh5を共に含む融合タンパク質の転写活性化能は

80倍であったが，Neh4やNeh5単独の融合タンパク質ではそれぞれ10倍と30倍であった。このことは，Neh4や

Neh5が，協調的に転写を活性化していることを示唆した。一方，CBPをベイトにした酵母㎞〇七ybridスクリー二
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ングからNd2が単離された。そこで，N㎡2による転写活性化にCBPが関与しているかどうかを調べるために，CBP

の特異的阻害因子であるE岨を共発現させると，N㎡2の転写活性化能はヱ／2にまで低下した。融合タンパク質であ

るGBD－N㎡2に対しても同じような抑制効果がみられた。また，293t細胞にNd2を過剰発現させた全細胞抽出液に

おいて，N㎡2抗体を用いた免疫沈降実験を行ってみたところ，Nrf2と共沈する内在性CBPを検出した。このこと

は，CBPがN㎡2のコアクチベーターとして働くことを示唆した。そこで，N㎡2とCBPとの相互作用を酵母タンパ

ク質間相互作用検出系と免疫沈降実験を用いて更に詳しく調べたところ，Neh4とNeh5を共に含む領域は，Neh4，

Neh5単独の場合よりも強くCBPC旧3領域と結合した。これらのことにより，Neh4とNeh5は，協調的にCBPと相

互作用することがわかった。

（考察）

　Nば2のNeh5ドメインはp45やNd1の転写活性化ドメインと相同性がある。興味深いことに，Neh5類似領域を

含むp45N末端領域は，N㎡2Neh5領域と同様に，CBPのC／H3領域とN末端領域の療法に相互作用することが報

告されている。一方，Nぱ2のNeh4ドメインは，そこに含まれる丁趾M（エransαiptionaladaptoe皿otif）結合モチー

フを介してCBPと結合すると考えられる。これら2つの領域によるCBPとの協調的な相互作用がNぜ2の強い転写

活性化能の分子基盤を形成するものと考えられた。

審査の結果の要旨

　CBPは多くの転写因子のコアクチベーターとして，転写因子による転写促進に重要な役割を演じていることが

知られている。本研究は強力な転写促進を引き起こす転写因子N㎡2においても，CBPが結合し，コアクチベーター

として作用することを，種々の分子生物学的手法を用いて，初めて示したものである。また，CBPとの結合に関

与するN㎡2側のドメイン構造を解析し，二つのドメインが協調的に相互作用し，Nrf2の転写活性化に寄与するこ

一とを明らかにした。N㎡2の転写活性化が強力なため，これらの知見はCBPが関与する転写の活性化機構をさらに

研究する上で寄与するところが大きいと思われる。実験は遺伝子を過剰発現させたり，何らかの遺伝子導入をし

た細胞を用いて行われているので，通常の細胞におけるN㎡2とCBPとの結合の定量的解析などが今後の課題と思

われる。

　よって，著者は博士（医学）の学位を受けるに十分な資格を有するものと認める。
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